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論 文 内 容 要 旨
【目的】機械的刺激は，口腔および顎顔面領域の恒常性維持や組織修復を制御する重要な因子である。
機械的刺激が幹細胞の未分化性に影響を与えることが知られているが，詳しいメカニズムについては
未だ明らかになっていない。本研究では，幹細胞の自己複製と多能性に重要である転写因子Nanog の
発現に着目し，マウス人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を用いて，周期的伸展刺激が幹細胞の未分化性に
与える影響を調べた。
【方法】実験には，Nanog 遺伝子プロモーターの下流に緑色蛍光タンパク（GFP）が導入され，
Nanog 遺伝子発現を GFP でモニター可能なマウス iPS 細胞株 iPS-MEF-Ng-20D-17 を用いた。細胞を
タイプ I コラーゲンでコーティングしたシリコーン膜製の細胞培養ウェルに播種し，周期的伸展刺激
を負荷した。刺激を加えた後，GFP 発現を蛍光顕微鏡で観察し，蛍光強度を蛍光スキャナーを用い
て定量した。コロニーの形態，数，大きさと面積を位相差顕微鏡を用いて観察し定量した。共焦点顕
微鏡を用いて，iPS 細胞コロニー内での GFP，F- アクチン，核を観察した。また，多能性関連遺伝子
（pluripotency-associated genes）である Nanog，Klf4，Tbx3，Sox2，Oct3/4 の遺伝子発現を Real-
time PCR により解析した。さらに，Akt のリン酸化を Western Blotting 法により解析した。
【結果】
（1）10 %，0.5 Hz の周期的伸展刺激条件下で，1 日後のマウス iPS 細胞において，Nanog 遺伝子発
現の抑制が認められた。
（2）Leukemia Inhibitory Factor（LIF）の添加により，Nanog 遺伝子発現は有意に増加した。周期
的伸展刺激１日後の Nanog 遺伝子発現は，LIF 添加の有無にかかわらず有意に減少した。
（3）周期的伸展刺激により，Nanog の蛋白発現をモニターする GFP の蛍光強度は，細胞培養ウェル
全体で一様に減少した。また，細胞生存活性に有意な変化は認められなかった。
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（4）刺激によるコロニーの大きさと面積は有意に減少した。
（5）共焦点顕微鏡観察により，細胞内の GFP 蛋白発現の減少が認められた。
（6）周期的伸展刺激によりNanog，klf4，Tbx3 の遺伝子発現は有意に減少した。 
（7）15 分間の周期的伸展刺激により Akt のリン酸化が一過性に上昇し，その後 12 時間で下がり，
この Akt の一過性のリン酸化上昇は Phosphoinositide 3-kinase（PI3K）阻害薬の添加により抑制された。
【結論】周期的伸展刺激はマウス iPS 細胞の未分化性を抑制し，また PI3K シグナルを介する短時間
で一過性の Akt の活性化を誘導することが示唆された。
審 査 結 果 要 旨
多能性幹細胞は自己複製と多分化能を有しており，近年，生物医学研究や再生医療に利用されてい
る。一方，口腔および顎顔面領域において機械的刺激は，恒常性維持や組織修復を制御する重要な因
子であり，機械的刺激が幹細胞に影響を与えることが知られているが，そのメカニズムについては未
だ明らかではない。このような背景から，本研究は幹細胞の自己複製と多能性に重要である転写因子
Nanog に着目し，周期的伸展刺激が幹細胞の未分化性に与える影響を検討しており，再生医療のため
の基礎的研究として重要な研究テーマである。
本研究では Nanog 遺伝子プロモーターの下流に緑色蛍光タンパク（GFP）が導入されたマウス人工
多能性幹細胞（iPS 細胞）株 iPS-MEF-Ng-20D-17 を用い，周期的伸展刺激を負荷後，GFP の発現を蛍
光顕微鏡により観察し，蛍光スキャナーを用いて定量解析している。更に，共焦点顕微鏡を用いて iPS
細胞コロニー内での GFP，F- アクチン，核の局在を観察している。また，多能性関連遺伝子の遺伝子
発現をリアルタイム PCR により調べ，シグナル分子のリン酸化をウェスタンブロッティング法にて解
析している。
研究結果として以下のことを明らかにした。① 10 %，0.5 Hz の周期的伸展刺激条件下で，1 日後の
マウス iPS 細胞において，Nanog 遺伝子発現が抑制された。②周期的伸展刺激１日後の Nanog 遺伝子
発現は leukemia inhibitory factor（LIF）添加の有無にかかわらず有意に減少した。③周期的伸展刺激
により，Nanog の蛋白発現をモニターする GFP の蛍光強度は，細胞培養ウェル全体で一様に減少し
た。また，細胞生存活性に有意な変化は認められなかった。④刺激によるコロニーの大きさと面積は
有意に減少した。⑤共焦点顕微鏡観察により，細胞内の GFP 蛋白発現の減少が認められた。⑥周期的
伸展刺激により Nanog，klf4，Tbx3 の遺伝子発現は有意に減少した。⑦ 15 分間の周期的伸展刺激に
より Akt のリン酸化が一過性に上昇し，その後 12 時間で下がった。Akt の一過性のリン酸化上昇は
Phosphoinositide 3-kinase（PI3K）阻害薬の添加により抑制された。
本研究は，周期的伸展刺激がマウス iPS 細胞の未分化性を抑制する可能性を示した点で高く評価で
きる。また，一過性の Akt-PI3K シグナル伝達系が関与することを示唆している。これらの知見は，
iPS 細胞の再生医療への応用に極めて重要な情報を提供していると考えられる。以上のことから，本論
文は博士（歯学）の学位授与に値するものと判断する。
